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研究成果の概要 :
本研究 の 目的は ､ 生体が危険な どの ス トレス に曝された時 の 闘争または闘争反応
- い わ ゆる防衛反射 - の 出力機構を構成す る神経回路ならび に神経伝達物質 の候補
として ､ オ レキシ ン含有神経系の役割を換証す る事で串 っ た.
実験には､ オ レキシ ンノッ ク ア ウ トマ ウス と正常対照 マ ウス を用 い て ､ 各種 の刺
激によ っ て 防衛犀射を惹起させた時の ､ 循環 ･ 呼吸 ･ 覚醒 レベ ル (脳波) ･ 行動に対
する効果を比較検討した｡ まず､ 麻酔した マ ウス を用 い て ､ オ レキシ ン神経細胞体
l
の 存在部位で ある視床下部脳弓周囲想域を薬物の微量注入 に よ っ て刺激したと ころ ､
観察 され る血圧 ･ 心拍数 ･ 呼吸数の 増加 と脳波 の括性化 (速波化) が ､ オ レキ シ ン
欠損マ ウス にお い て 有意 に減弱 して い る こ とが明らか にな っ た｡ 次に , 無麻酔無拘
束の マ ウス を用 い て ､ 縄張り (自分の ケ ー ジ) 内へ の別 の 雄マ ウス の侵入 とい う社
会心理的ス ト レス を与える こ とに よ っ て 防衛反射を惹起した ｡ こ の 場合に も ､ 血圧 ･
心拍数 ･ 行動量の増加反応が､ オ レキシ ン欠損マ ウス にお い て有意に減弱して い た ｡
さ らに､ オ レキシ ン欠損マウス は無刺激の安静状態 におい て も低血圧を呈し､ 各種
薬物の投与実験から ､ こ の 低血圧 は血管支配交感神経の 活動低下に よ るも の と結論
された｡
以 上 の 結果から , オ レキシ ンは防衛反射の遠心機構 の 一 翼を担 い ､ さ らに基礎血
圧 の決定にも関与して いる こ とが明らかにな っ た ｡
今後の 課題として は , 以下の項目が挙げられる ｡.
1. オ レキシ ンノ ッ クアウ トマ ウス で は確かに防衛反応が減弱して い たが ､ 完全に
は消失しなか っ た ｡ 残りの 成分を担う伝達物質は何か ?
2. オ レキシ ンに よ る交感神経調節 の 脳内神経経路と, そ こ で 用 い られて い る受容
体 (オレキシ ン - 1受容体､ - 2受容体 の い ずれか ､ または両方 ?) の詳細o
3. ■ オ レキシ ン受容体阻害剤を開発すれば､ 白衣高血圧 の ようなス トレス性高血圧
の発症をコ ン トロ ー ルする こ とが で きるか ?
4. 呼吸調節系 ･ 痛覚調節系におけるオレキシ ンの役割の詳細｡
なお ､ こ の研究成果を Ame ric anJo u r n a.Iof Physiology誌 に発表したと ころ高い評価
を得､ 雑誌冒頭 の ｢編集者の コ メ ン ト+ 欄に おい てそ の 内容が紹介された ｡
The orexins:linkingcir c ulato ryc o ntr olwith beha vio r･ Edito rialfo c u sby Heim oEhmke and
A minJust;Am ･ J PhysioIRegulIntegCo mpPhysio1 285(3):R 5 19- R 521,20031
また ､ Inte m atio n al Sympo sium o ntheStudyofBr ainF un ctio n(2002年)で の発表にお い
て ､ Distinguished Po ste rAw ard 賞を受賞 した o さ らに ､ 第 89回つ くばブ レイ ンサイ
エ ンス協会セミ ナ ー (202 年), 第 1 回九州脳と高血圧研究会 (202 年)､ 第3 回環
境生理シ ンポジウム (2003年)､ 第5 6回日本自律神経学会総会シ ンポジウム (2003
年) における招待講演を要請されたo ニ ュ ー ヨ ー ク州立大学におけるセミ ナ ー 講演
にも招待された (2 003年)0
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辛 - ワ ー ド : 視床下部､ 血圧 ､ 呼吸､ 交感神経 , ノ ック アウ トマ ウス
hypothalam u s,blo odpr e ss u re, spir atio n, sympahetic n er v o u s sys
tem , kno cko ut mic e
P A G E 2
Abstr a ct
Role ofo r e血 inthe regulation ofa uto n omic o utflo wdu ringd 曲m s crespo n s e agin st
str es s
To m oyukiKu w aki
Departm e nts ofMole c ular& Integr ativ ePhysiologyandAuto n o mic Physiology,
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univ er sity Gr adu ate Scho ol of Medicin e, In ohan aト8
-1, Chu o-ku, Chiba 260-8 670,
Japa n
l
T he pe rifo r nic al ar e a ofthe hypothala m u sha sbe e nkn o w n asthe c
e nterfordefe n s e
re spo n s e, or
"fight o rflight
”
re spo n s e, which is char a cteriz ed by c on c omita nt ris e
in
arte rial blo od
･
pr es s u r e(AP), he art r ate (HR), a nd r e spir ato ry frequ e n cy(Rf)･ We
e x amin ed whether orexin, a r e centlyide ntified hypoth alamic n e u r opeptide, c o ntribute s
to the defe n s e respon s e and ba sal c a rdio v as c ular regulation u slng PrePrO
- Or eXin
kn o cko ut mic e (O R X- K O). M ic r oinjectio n of a G A B A- r ec epto r antago nist,
bicu c ullin e, to the perifo r nic al ar e ain the po sterio rhypothalam u s, where
orexin -
n e u r o nalc ell bodie s are abu nda ntinthe wild-type mic e, r es ulted in atte n u ated risein
A P, H R, Rf, and BE Gar o u sal in u r etha n e
- a n e sthetiz ed OR X- K O･ Mo r e o ver, s o cio-
e m otio nalstr es sindu c ed byre side nt-intr ude rte str es ulted in atte n u atedbeha vio rala nd
cardio v as c ular r esponses in aw ake a nd fr e ely m oving O R X
- K O･ We also foundthat
ba s al A P in ore xin kn o cko ut mic e w as s lgni丘c a ntlylo w erin both a n e stbetiz ed a nd
c o n sciou s c o ndit o n s･ A lpha- adr e n ergic blo ckade with pr az o sin o rganglio nb
lo ckade
with he x am etho niu m c a n c elledthediffer e n c einbas al AP,
Tindic ati nglo we r sympathetic
to n einkno ckout mic e･ Thepr e sentstudys uggeststhato r e xin
-c o ntain l ng n e urO n Sinthe
J
pe rifomic al a血 play a r ole a s o n e ofth
e effer e ntpathw ays ofdefe n s e r e spo n s ea nd
als o oper ate as a r egulato r of A Patbas alc o nditio nbya ctiv atingsymp
athetic o utflo w･
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抄録 : 防衛反応 の表出にお ける オ レキ シ ン (O R X) の 役割を､ プレプロ OR X
ノ ッ クアウトマ ウス (K O) を用 いて検証したo
まず､ ウ レタ ン麻酔下 に脳弓周囲領域を刺激したとこ ろ､ 血圧 ｡ 心拍数 ･ 呼
吸数の上昇と脳波の速披化が KO で は有意 に減弱して いた｡ 次にテ レメ ー タ ー
を埋め込 んだ無麻酔無拘束マ ウス を用 いて ､ より生理的な刺激として縄預り侵
入者試験を行 っ た と こ ろ , 血圧 ｡ 心拍数 ･ 行動量 の 増加は いずれも K Oにおい
て 有意に減弱して い た . これ らの 実験の 過程で K Oは安静時血圧 の低値も示し
た｡ そ の 原因を薬理学的に検討したと こ ろ ､ 血管収縮性交感神経活動の減弱が
観察された ｡
以上の結果から OR X は ､ 循環 ･ 呼吸 ･ 行動と い う複数の 出力系を 一 斉に変
化させる マ ス タ ー スイ ッ チとして も機能して い る と考えられた . さ らに､ ORX
は ､ 交感神経活動 の 活性化を介 して 血圧 の 基礎値の決定に も関与 して い る と結
論された ｡
P A G E4
緒言
今から 5 0年近く前､ 後部視床下部を電気刺激する事 によ っ て 動物が怒 っ た
時 の よ うな行動と複数の交感神経系 の 同時活性化を発見した ヘ ス は ､ これ を防
衛反応と名付けた 3)｡ 敵に対面する な どの ス ト レス に能動的に対処す る際に ,
血圧 ･ 心拍数 ･ 呼吸数を上昇させ , 筋血流を増やして 当面不必要な内臓血流は
減少さ せ声 と い う反応と解釈され て い る . そ の 後､ 防衛反応 と い う概念自体に
大きな変更 の 必要はなか っ たが ､ そ の 責任部位に関して は見解が混乱した時期
があ っ た ｡ すなわち ､ 80年代 にな っ て , 電気刺激で はなくてグルタ ミ ン酸の微
量注入 に よ る化学刺激で はうまく反応が再現 で きな い とい う報告や ､ 視床下部
前方の室傍核からの下行性軸索が後部視床下部を通過して い るの で ､ 電気刺激
はそ の軸索を刺激して しま っ て い るで はな いか ? という疑問が呈され , 研究者
の興味は室傍核に移 っ た ｡ しかし ､ 8 0年代後半 にな る と､ グル タミ ン酸に よる
興奮で はな くて G AB Aア ンタゴ ニ ス トに よる脱抑制ならばうまく行く ､ とい う
報告や ､ 興奮性ア ミ ノ酸を用 い る場合で も後部視床下部の中の 脳 弓周囲領域 に
限局した刺激だとうまく行く ､ さ らには ､ 心拍数が変化する まで の潜時は室傍
核刺激よりも脳弓周囲領域刺激 の方が短 い ､ 等 の 報告が出て きて ､ 後部視床下
部責任説は再び息を吹き返した｡ 脳弓周囲領域を GA B Aア ゴ ニ ス トによ っ て不
活性化しておく とス ト レス に よる血 圧や心拍数の 上昇が起 こらなくな る とい う
報告が出る に至 っ て ､ 後部視床下部は防衛反応にお ける主役 の 座 を確固た る も
の に した 2)0
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ス トレ ッサ ー
i
i
後部視床下部
脳弓周囲領域
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ノル アドレナリン
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ー 塘 筋血管の弛緩
- - - 一 食 気道拡張と呼吸数増加
‾ - - - 増 軒 皮質覚醒
図1 防衛反応に関与する神経伝達物質｡
しか しなが ら､ 防衛反応の表出を仲介する神経伝達物質に関して はほとんど
研究が進んで い なか っ た ｡ そ の 理 由は､ 防衛 反応 が複数の 反応の 複合体で ある
か らだと思われる (図 1)o ス トレス刺激に よ っ て 心拍数上昇､ 内臓血管の収縮､
骨格筋血管 の拡張 ､ 呼吸 の 促進､ 気道 の拡張､ 注意力 の 増加などの 助けがあ っ
て はじめて ｢闘争または逃走+ とい う行動が効果的に行われる と考えられ そ
れぞれの 出力を最終的に担う神経回路と伝達物質はかなり明らかにな っ て い る｡
しかし ､ 脳弓周囲領域を経由して ､ これ らを 一 斉に変化させるとい う脳内の情
報伝達 の メカ ニ ズム がわか っ て い なか っ た ｡
一 方､ 98年に発見された神経 ペプチドで あるオ レキシ ンを含有する神経細胞
は後部視床下部脳弓周囲嶺域に限局して存在し 5'､ しかも ､ 軸索を広範な脳部
位 に投射する とい う､ 複数の神経系を 一 斉に コ ントロ ー ルするの に都合の良い
形態をして い たo さ らに ､ 外来性にオレキシ ンを脳内に投与する と血圧や交感
神経活動が上昇すると いう報告も既に提出されて いた 6)0
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以上 の 背轟から我々 は , オ レキ シ ンが防衛反応の 出力系を担う神経伝達物質
候補なの で はないか とい う倣説を立て ､ これ をノ ッ クア ウトマ ウス を用 いて検
証 しよう と計画した｡ 研究の 過程で ､ オ レキ シ ン欠損マ ウス は防衛反応がおか
しいだけで なく ､ 基礎血圧 も低 いと い う事が明らか に な っ たの で ､ そ の 理 由 の
解明を第2 の目的とした ｡
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対象 ｡ 方法
詳細は既報に記した4)｡ 実験動物の放り扱い は､ 日本生理学会の指針に従 っ
た . オ レキシ ンはプレプロ オ レキシ ンとい う 一 つ の 前駆体が 2 つに切 られて オ
レキ シ ン A とオ レキ シ ン ーB とい う2 つ の油性物質にな るが ､ こ の 両方を完全
に欠損させ たプレプロ オレキシ ンノ ッ ク アウトマ ウス (雄性)を用い ､ 以下の
3種の実験を行 っ た ｡ 対照 に は同腹野生型 マ ウス を用 い た ｡
見紛1: 顔鄭菰床下 甜 弓周囲 紺 へ の刺激によっ て惹起ざれる防衛反応の此
顔
マ ウス をウ レタ ン (1.1g/kg,ip) で麻酔 し､ 脳定位固定装置 に固定した ｡ 大
腿動脈に留置したカテ ー テルか ら血圧 と心拍数を､ 気管に挿入したチ ュ - ブか
ら呼吸数を､ 頭蓋骨 に刺入したネジ電極から脳波を記録した ｡ 予備実験にお い
て 同定した後部視床下部脳弓周囲領域(Bregm aから 2 皿 後方､ 中心線から o.65
rr m側方 ､ Br egm aか ら5Ⅱ 皿 腹側) にガラス ピペ ッ トを刺入した. GA B A括抗
薬の bic u c ulline(0,0.1, 0.3,1.O m M)を 20nl投与した時 の ､ 血圧 ､ 心拍数､ 呼 吸
数 ､ 脳波 に 占め る速波の割合 (別名β波､ 13-50 Hz :大脳皮質活性化の指標)
の経時変化を観察した｡
美顔2 :ス ト レス刺激によ っ て惹起ざれ る防衛反応の此顔
血圧測定用テレメ - タ - (DataScie n c e) を予め埋込んだマ ウス を用い ､ 無麻
酔無拘束状態で実験を行 っ た. 情動ス トレス刺激として , 飼育用 の個別 ケ ー ジ
に他の 雄性マ ウス を 一 時的に 同居さ せ ると い う ｢縄張り侵入者試験+ を行っ た ｡
また ､ 物理 ス ト レス刺激として ､ 尻尾 をクリ ップで つ まむ痛覚試験を行っ た ｡
刺激によっ て 惹起される血圧 ､ 心拍数 ､ 行動量 の変化を比較した ｡
美顔3:基礎血圧の此顔とオレ手 シン欠顔 マ ウス における底血圧の虜 脚
まず , 血圧測定用テレメ ー タ ー 哩込 んだ マ ウス を用 い て 血圧 ､ 心拍数と行動
量 の概日リズム を記録した｡ 次 に ､ 血圧測定ならびに薬物投与用 の カチ - テル
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を哩込んだ無麻酔無拘束状態の マ ウス を用 い , 各種薬剤投与に よる血圧 ｡ 心拍
数の反応を観察した ｡ 別の マ ウス を用 い ､ 心エ コ ー に よる心機能の測定も行 っ
た ｡
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結果と考察
克験1: 顔部凝床下D&P 麟弓周囲麿櫛 へ の刺激に よ っ て惹起ざれ る防衛反応の此
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図2 後部視床下部脳弓周囲領域 へ の ビキ ュ キ ュ リン微量局所投与によ っ て 惹起される防衛反
応の , オ レキシン欠損マ ウス (K O) と対照マ ウス
'
(W T) との比較 o
図 2 に示 した ごとく ､ オレキ シ ン欠損マ ウス は低濃度の ビキ ュ キ ュ リ ンに ほ
とん ど反応せず､ 高濃度で も反応の持続が短か っ た｡ 血圧 , 心拍数､ 呼吸数,
β波, い ずれ の指標に おい て も ､ オ レキシ ン欠損マ ウス の反応は統計学的に育
意に減弱して い た ｡ 複数の 出力 システムが揃 っ て減弱して いた ことか ら ､ 防衛
反応という複合反応を､ オレキシ ンが まとめて コ ン トロ ー ルして い る可能性が
示された｡ また ､ オ レキシ ン欠損マ ウス で は刺激前の基礎血圧 の低値も明らか
とな っ た｡ なお , 実験 に用い た全例で ､ 正 しく薬剤が脳弓周囲領域に投与され
て い た こ とを組織学的に確認した ｡
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克紛2 :ス トL/ス 刺激に よ っ て惹起ざれ る防衛反応の此顔
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図3 縄張り侵入者によ っ て惹起されるス トレス反応の ､ オ レキシ ン欠損 マ ウス (K O) と対照
マ ウス (W T) との 比較b 横軸に太線で示 した5分間､ 侵入者を同居させた . 右側の棒グラフ
は､ 5分間の反応の大きさを曲線下面積として 計算したもの ｡ 辛:P〈 O.05v s. W T｡
より生理的串条件で防衛反応を比較する ため､ ラジオテレメトリ ー を用 いた
無麻酔無拘束状態で の実験を行 っ た . ･5 分間の縄張り侵入者の同居に よ っ て 惹
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起され る血圧 ｡ 心拍数 ･ 行動量の増加が ､ オ レキ シ ン欠損マ ウス で は有意に減
弱して いた ( 図3)｡ 一 方､ 尻尾 の ピンチ刺激による血圧 ･ 心拍数の増加反応は
対照野生型マ ウス と同程度で あ っ た｡ すなわち , オレキシ ン欠損マ ウス は全て
の ス トレス に対する反応が減弱して い る訳で はなく ､ 視床下部が重要な役割を
果たす情動ス トレス で の み ､ そ の反応性 の低下が示された｡
見紛3:基礎血圧 の此顔とオL,手シン欠顔 マ ウス に冶 ける鑑血圧の 朗 解卵
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図4 オ レキシ ン欠損マ ウス (KO) と対照 マ ウス (WT) における ､ 血圧 ､ 心拍数､ 行動量の
概日リズム ｡ 図上方の横線は暗期を示す
血圧 ･ 心拍数 ･ 行動量の概日リズム を計測したと こ ろ､ 夜間に高値を示すと
いう夜行性動物の特徴は､ オ レキシ ン欠損 マウス におし1て も維持されて い た(図
4)｡ しかしなが ら､ その 振幅は減少して おり ､ 特 に夜間の行動量増加の減弱が
顕著で あ っ た ｡ こ の 結果は ､ こ の 期間 の 覚醒時間が少ない とい う以前 の 結果と
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よく 一 致して い た 1)｡ 心拍数に は有意差がなか っ たが ､ 注目す べ きは ､ 夜間は
もちろん, 行動量 に差の ない 昼間にお
一
いて もオ レキシ ン欠損 マ ウス の血圧 が有
意に低か っ た こ とで ある ｡ 安静時に もの ベ つ まくな しに防衛反応が働 い て い て
野生型マ ウス の血圧 を押し上げて い る とは考えにく いの で ､ オ レキシ ン欠損 マ
ウス で は防衛反応の減弱とは独立に､ 基礎血圧 の低下が生じて い ると考えられ
た .
p<0.0 5
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図5 各種薬剤が オレキシ ン欠損マ ウス (KO) と対照マ ウス (W T) の血圧 に及ぼす影響o
次に ､ 自律神経節遮断剤 の ヘ キサメ トニ ウム ､ ア ンジオテ ンシ ン変換酵素阻
害剤の カブトプリル , バ ソプレッ シ ン Vla 受容体ア ンタゴ ニ ス ト, アル フ ァ ア
ドレナリ ン受容体ブロ ッ カ ー の プラゾシ ン ､ のそ れぞれを投与したとき の ､ 血
圧 と心拍数の反応を観察した (図 5)｡ 血圧 に閲し､ ベ ー ス ライ ン で存在して い
た 2群の差は､ ヘ キサメ トニ ウムおよびプラゾシ ン の投与によ っ て消失したが ､
カ ブトプリル ､ バ ソ プレ ッ シ ンア ンタゴ ニ ス トの 投与で は残存した｡ 心拍数は
薬物投与前で も ､ いずれ の 薬物投与後で も ､ 2群に差はなか っ た ｡ なお , 心臓
機能に は2群に差がない事を心 エ コ ー によ っ て確認した . こ れ らの 結果は ､ 末
梢血管収縮性交感神経の活動減少がノ ッ クアウトマ ウス における低血圧 の原因
であっ た ことを示唆して い る ｡
PA G E 13
ま とめ
1) 麻酔下の オ レキシ ン欠損マ ウス で は､ ビキ ュ キ ュ リ ンの 局所投与による防
衛反応が減弱して い た｡
2) 自由行動下 の オ レキ シ ン欠損マ ウス で は､ 侵入者 に対する防衛反応は減弓専
して い たが ､ 痛覚刺激に よる循環反応は正常で あ っ た ｡
3) オ レキシ ン欠損 マ ウス は, 暗期で も明期で も低血圧を呈した ｡
4) 2群 における血圧 の 差は､ ア ル フ ァ ア ド レナリ ン受容体阻害剤 の投与 によ
つ て消失した ｡
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する と考えられ る経路 ｡
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以上 の結果から, 脳弓周囲領域に存在するオ レキシ ン含有神経は､ ス トレス
に対する防衛反応の出力系の少なくとも 一 部を担 っ て い ると考えられた o オ レ
キシ ンはス トレス ホルモ ン の 放出に も廟与して い るとい う報告がある の で ､ 複
数の 調節系を 一 斉 に変化させ る とい う防衛反応の特徴に もよく 一 致した結果 で
あ る と考えら･れた ( 図6)｡ さ らにオ レキ シ ンは､ 交感神経の 活性化を介して安
1
静時基礎血圧 の決定に も関与して い る と結論された ｡
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学 : 小室 一 成, 同分子生体制御学 : 粕谷善俊, テキサス大学分子遺伝学 : 大内
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